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Dextranase of Arthrobacter sp. strain B7 (B7DEX enzyme) was characterized in this study. This enzyme hydrolyzed
sucrose and dextran, but not other glucans (starch, nigeran, cellulose, β-soluble glucan). It also hydrolyzed glucan from
dental plaque with the activity of 7.38 + 0.66 U/ml, where the activity toward dextran was 31.88 + 1.24 U/ml. The enzyme
exhibited the pH optimum of 7 and the temperature optimum of 50 oC. Its optimum stability was at pH 7 and 50 oC.
The enzyme was inhibited by Fe3+, Cu2+, Zn2+, and Ag+, but not by the anionic detergent (SDS) and the nonionic detergent
(Triton-X). The enzyme was activated by Ca2+, Na+, Mg2+, and saliva.
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Enzim dekstranase adalah enzim yang dapat menghidrolisis
ikatan glikosida α-1,6 pada glukan, dan digunakan untuk
mengatasi permasalahan yang ditimbulkan oleh dekstran
selama proses produksi gula tebu (Clarke et al. 1997). Untuk
memenuhi kebutuhan enzim yang mempunyai nilai ekonomi
tinggi ini, telah dicoba memproduksi dekstranase di dalam
negeri dari mikrob yang diisolasi dari tanah di perkebunan
tebu Indonesia, yaitu Arthrobacter sp. galur B7. Enzim ini
dinamakan B7DEX, dan sudah diuji coba aplikasinya sebagai
bahan unggul penghidrolisis glukan dalam nira tebu (dekstran)
di industri gula (Murdiyatmo 1996).
Glukan yang terdapat di pabrik gula dinamakan dekstran,
adalah sekelompok polisakarida bakteri yang disintesis dari
sukrosa. Glukan terdiri dari rantai panjang glukosa yang
dihubungkan oleh ikatan glikosida α-1,6, dan sedikit
percabangan melalui beberapa ikatan glikosida α-1,2, α-1,3,
atau α-1,4 (Robyt 1986). Adapun glukan yang terdapat di
rongga mulut adalah glukan plak gigi berupa water insoluble
glucan (WIG) dan glukan saliva berupa water soluble glucan
(WSG). Keduanya tersusun dari  rantai utama glukosa
berikatan glikosida  α-1,3 dan percabangan berupa rantai
glukosa berikatan glikosida α-1,6 (Cury et al. 2000). Terdapat
kesamaan antara glukan dalam industri gula dan glukan di
rongga mulut, yaitu keduanya memiliki ikatan glikosida α-1,6.
Glukan di rongga mulut merupakan komponen plak gigi yang
menyebabkan karies gigi, suatu penyakit infeksi yang paling
banyak dijumpai dan merupakan penyebab utama gigi tanggal
pada anak-anak dan orang dewasa.
Berdasarkan kemiripan penyusun molekul antara glukan
plak gigi dan glukan yang ada di industri gula, maka pada
penelitian ini akan diteliti kemampuan enzim B7DEX dalam
menghidrolisis glukan yang berasal dari plak gigi. Apabila
enzim B7DEX dapat menghidrolisis glukan plak gigi dan
memiliki penciri yang mendukung aktivitas ini, maka pada
kesempatan penelitian selanjutnya akan dilakukan kloning gen
penyandi enzim ini.
Komposisi ikatan glikosida α-1,6 dan α-1,3 pada glukan
plak gigi bervariasi bergantung jenis mikrob yang berkembang
di rongga mulut. Oleh karena itu, untuk kesempurnaan
hidrolisis glukan plak gigi perlu dilakukan fusi gen B7DEX
dengan gen penyandi enzim mutanase (enzim yang
menghidrolisis ikatan glikosida α-1,3 pada glukan). Apabila
fusi kedua gen ini  diekspresikan dalam flora normal rongga
mulut, akan diperoleh mikrob rekombinan penghasil enzim
dekstranase dan mutanase ekstrasel yang dapat
menghidrolisis glukan plak gigi. Mengingat mikrob
rekombinan ini berasal dari flora normal rongga mulut, maka
diharapkan dapat tumbuh dengan baik apabila diimplantasikan
kembali ke rongga mulut. Visi penelitian ini adalah memperoleh
sistem sinambung pensekresi enzim dekstranase dan
mutanase dalam rongga mulut. Diharapkan hasil penelitian ini
dapat memberikan solusi bagi problema karies gigi, karena
prevalensinya di negara berkembang semakin meningkat
(Lehner 1995).
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas enzim
B7DEX terhadap glukan dari plak gigi. Selain itu bertujuan
untuk menguji  karakter yang menunjang aktivitas enzim
tersebut.
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Contoh enzim B7DEX, diproduksi dan diisolasi dari
Arthrobacter sp. galur B7 yang berasal dari penelitian
sebelumnya (Murdiyatmo 1996; Baktir & Murdiyatmo 2003).
Penentuan pH optimum adalah dengan cara mengukur
aktivitas dekstranase contoh terhadap substrat dekstran, pada
variasi pH 2, 3, 4, 5, 5.5, 6, 7, dan 8 menggunakan bufer fosfat
sitrat 40 mM, pada suhu 40 oC selama 30 menit. Gula pereduksi
yang terbentuk ditentukan dengan metode Somogyi-Nelson
(Nelson 1944; Somogyi 1945). Percobaan ini dilakukan secara
triplo.
Pengaruh pH terhadap stabilitas enzim ditentukan menurut
metode Hayashi et al. (1993), dengan cara mengukur aktivitas
dekstranase contoh yang telah mengalami inkubasi pada pH
tertentu (pH 2, 3, 4, 5, 6, dan 7) menggunakan bufer fosfat
sitrat 40 mM, pada 30 oC selama 1 jam. Aktivitas dekstranase
ditentukan terhadap dekstran dalam bufer fosfat sitrat 40 mM
pH 7, suhu 50 oC. Prosedur penentuan stabilitas pH ini diulang
dengan adanya 80 μl larutan BSA 0.05%. Percobaan
penentuan stabilitas pH ini dilakukan secara triplo.
Suhu optimum ditentukan dengan cara mengukur aktivitas
dekstranase contoh terhadap substrat dekstran, pada pH
optimum menggunakan bufer fosfat sitrat 40 mM, dengan
variasi suhu 40, 50, 60, 70, dan 80 oC selama 30 menit. Gula
pereduksi yang terbentuk ditentukan dengan metode
Somogyi-Nelson (Nelson 1944; Somogyi 1945). Percobaan ini
dilakukan secara triplo.
Penentuan pengaruh suhu terhadap stabilitas enzim
berdasarkan metode Hayashi et al. (1993) dan Hiraoka et al.
(1972), dengan cara mengukur aktivitas dekstranase contoh
yang telah mengalami inkubasi pada suhu 0, 30, 40, 50, 60, 70,
dan 80 oC selama 1 jam dalam bufer fosfat 40 mM pH 7.
Aktivitas dekstranase ditentukan terhadap dekstran dalam
bufer fosfat sitrat 40 mM pH 7, suhu 50 oC. Prosedur penentuan
stabilitas suhu ini diulang dengan adanya 80 μl larutan BSA
0.05%. Percobaan ini dilakukan secara triplo.
Percobaan penentuan aktivitas dekstranase dilakukan
menurut metode Kosaric et al. (1973). Dilakukan penentuan
aktivitas dekstranase terhadap substrat dekstran dalam bufer
asetat 0.1 M pH 7, pada 50 oC selama 30 menit, tanpa adanya
kation dan dengan adanya CaCl2  0.1, 1.0, dan 10 mM; NaCl 50,
100, 200, dan 400 mM; EDTA 0.1, 1.0, dan 10 mM; MgCl2 1.0
dan 10 mM; FeCl3 1.0 dan 10 mM; CuSO4 1.0 dan 10 mM;
ZnCl2 1.0 dan 10 mM; AgNO3 1.0 dan 10 mM. Kadar gula
pereduksi yang terbentuk ditentukan dengan menggunakan
metode Somogyi-Nelson (Nelson 1944; Somogyi 1945).
Percobaan ini dilakukan secara triplo.
Prosedur pengumpulan plak gigi dikerjakan menurut
metode Cury et al. (2000). Plak gigi dikumpulkan dari semua
gigi 15 orang relawan melalui prosedur standar di Laboratorium
Periodonsia, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga,
Surabaya.
Prosedur preparasi glukan ini dilakukan untuk
mendapatkan glukan WIG dalam bentuk preparat kasar (crude),
dilakukan sesuai dengan metode Cury et al. (2000).
Uji aktivitas B7DEX terhadap substrat glukan WIG
dilakukan menggunakan bufer fosfat sitrat 40 mM, pH 7 pada
suhu optimumnya selama 30 menit, dengan dan tanpa aktivator
logam maupun nonlogam. Kekeruhan campuran reaksi diamati
sebelum dan setelah inkubasi. Gula pereduksi yang terbentuk
ditentukan dengan metode Somogyi-Nelson. Prosedur ini
dilakukan pula untuk substrat dekstran. Percobaan ini
dilakukan secara triplo.
Penentuan kespesifikan enzim dilakukan dengan cara
mereaksikan enzim seperti pada prosedur penentuan pH
optimum menggunakan kondisi pH 7 terhadap beberapa
substrat, meliputi dekstran, pati, sukrosa, selulosa, nigeran,
dan β-soluble glucan. Kespesifikan substrat disimpulkan dari
ada atau tiadanya aktivitas enzim B7DEX terhadap setiap
substrat yang dicoba (Igarashi et al. 1992).
Penentuan aktivitas dekstranase contoh terhadap substrat
dekstran dengan dan tanpa saliva 25% dilakukan
menggunakan campuran reaksi yang mengandung bufer
fosfat sitrat 40 mM, pH 7. Kadar gula pereduksi yang terbentuk
pada setiap tabung ditentukan dengan menggunakan metode
Somogyi-Nelson (Nelson 1944; Somogyi 1945). Percobaan ini
dilakukan secara triplo.
Pengukuran aktivitas dekstranase terhadap substrat
dekstran dilakukan menggunakan bufer asetat 0.1 M, pH 7,
pada 50 oC selama 30 menit, tanpa deterjen dan dengan adanya
sodium dodesil sulfat (SDS) kadar  0.01, 0.03, dan 0.05%;
Triton-X 0.01, 0.03, dan 0.05%. Kadar gula pereduksi yang
terbentuk ditentukan dengan menggunakan metode Somogyi-
Nelson (Nelson 1944; Somogyi 1945). Percobaan ini dilakukan
secara triplo.
Enzim B7DEX aktif pada kisaran pH 5-8 dengan pH optimum
7 (Gambar 1). Enzim ini menunjukkan kestabilan tinggi pada
pH 5-8 maupun pH terendah di rongga mulut, yaitu pH 4.
Inkubasi satu jam pada kisaran pH 2-8 tampak bahwa aktivitas
yang masih dipertahankan adalah > 50% (Gambar 2).
Penambahan BSA 0.05% menyebabkan peningkatan
kestabilan pada pH 8, yaitu terlihat peningkatan aktivitas
sebesar 15% dibanding tanpa penambahan BSA. Adapun
pada pH di bawah 8, penambahan BSA tidak memberikan
pengaruh yang berarti (Gambar 2).
Gambar 1. Hasil penentuan pH optimum B7DEX pada suhu 40 oC.
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Aktivitas enzim B7DEX optimum pada suhu 50 oC, namun
pada suhu 37 oC masih menunjukkan aktivitas relatif yang
cukup tinggi sebesar 83% (Gambar 3). Enzim B7DEX yang
diinkubasi pada suhu 0 oC pH 7 selama satu jam, aktivitasnya
masih dipertahankan 100%. Inkubasi pada suhu di atas 0 oC
menyebabkan penurunan aktivitas enzim. Inkubasi pada 55
oC (suhu optimum) dan 37 oC (suhu rongga mulut)
menunjukkan bahwa 95% aktivitas masih dipertahankan.
Adapun inkubasi pada suhu 60 oC sampai dengan 80 oC
aktivitas yang dipertahankan sekitar 25%  (Gambar 4).
Penambahan BSA 0.05% menyebabkan peningkatan
kestabilan pada inkubasi enzim suhu 60-80 oC, yaitu terlihat
peningkatan aktivitas sebesar 10-13% dibanding tanpa
penambahan BSA. Adapun pada suhu di bawah 50 oC
penambahan BSA tidak memberikan pengaruh yang berarti
(Gambar 4).
Penambahan kation Ca2+, Na+, dan Mg2+ pada kadar yang
semakin tinggi meningkatkan aktivitas relatif enzim B7DEX
kecuali Na+. Kation Fe2+, Cu2+, Zn2+, dan Ag+ pada kadar 1.0
dan 10.0 M berpengaruh menurunkan aktivitas relatif enzim
B7DEX. Adapun keberadaan pengkelat EDTA meningkatkan
aktivitas enzim B7DEX (Tabel 1).
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Gambar 2. Hasil penentuan pengaruh pH terhadap stabilitas enzim
B7DEX pada suhu 30 oC.
Suhu (oC)
Gambar 3. Hasil penentuan suhu optimum enzim B7DEX pada pH 7.
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Gambar 4. Hasil penentuan pengaruh suhu terhadap stabilitas enzim
B7DEX pada pH 7.
Tabel 1. Pengaruh kation logam terhadap aktivitas enzim B7DEX
                                                                                                            Aktivitas relatif (%)
                                                                                       1                                2                               3
Bahan kimia Kadar (mM) Rata-rata + SD (n = 3)
CaCl2
NaCl
EDTA
MgCl2
FeCl3
CuSO4
ZnCl2
AgNO3
Tanpa bahan
    0.1
    1.0
  10.0
  50.0
 100.0
 200.0
 400.0
     0.1
    1.0
  10.0
    1.0
  10.0
    1.0
  10.0
    1.0
  10.0
    1.0
  10.0
    1.0
  10.0
       0
  96.05
112.00
114.11
138.50
111.25
113.75
113.20
115.02
113.33
103.70
118.10
141.50
  54.04
  67.01
  54.81
  75.00
100.00
  96.22
  62.35
  84.05
100.00
  97.90
111.90
114.50
137.95
110.80
113.15
113.00
114.99
113.20
102.97
117.88
142.10
  53.30
  67.90
  53.03
  74.91
  99.80
  95.79
  61.80
  84.11
100.00
  95.50
112.10
112.90
138.00
111.05
112.50
113.80
114.90
113.00
103.01
118.00
143.01
  54.10
  66.40
  54.00
  75.10
  99.90
  97.55
  62.00
  85.01
100.00
  96.48 + 1.26
112.00 + 0.10
113.84 + 0.83
138.15 + 0.30
111.03 + 0.23
113.13 + 0.63
113.33 + 0.42
114.97 + 0.06
113.18 + 0.17
103.23 + 0.41
117.99 + 0.11
142.20 + 0.76
  53.81 + 0.45
  67.10 + 0.75
  53.95 + 0.89
  75.00 + 0.10
  99.90 + 0.10
  96.52 + 0.92
  62.05 + 0.28
  84.39 + 0.54
100.00 + 0.00
Aktivitas enzim B7DEX terhadap glukan plak gigi adalah
7.38 + 0.66 U/ml, dan aktivitas terhadap substrat dekstran
adalah 31.88 + 1.24 U/ml (Tabel 2). Sebelum diinkubasi pada
suhu optimum (50 oC), campuran reaksi tampak keruh, dan
sesudahnya menjadi jernih. Kespesifikan kerja enzim B7DEX
tampak pada Tabel 2, yaitu selain menghidrolisis dekstran,
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juga dapat menghidrolisis sukrosa. Namun enzim ini tidak dapat
menghidrolisis pati, nigeran, selulosa, dan β-soluble glucan.
Penambahan saliva meningkatkan aktivitas relatif enzim B7DEX
(Tabel 3). Adanya aktivator SDS, Ca2+, dan Mg2+ dalam
campuran reaksi menyebabkan peningkatan aktivitas tersebut
lebih besar (Tabel 4). SDS dan Triton X-100 dapat
meningkatkan aktivitas relatif enzim B7DEX dari kadar 0.01
hingga 0.05% (Tabel 5). Pada kadar SDS 0.01% kenaikan
aktivitasnya lebih tinggi daripada 0.01%.
Penentuan aktivitas enzim B7DEX terhadap substrat
glukan tak larut (water insoluble glucan) yang berasal dari
plak gigi, dan penentuan penciri yang mendukung aktivitas
tersebut, merupakan langkah awal untuk mengembangkan
enzim B7DEX sebagai bahan pencegah karies gigi melalui
kemampuannya menghidrolisis glukan plak gigi. Enzim B7DEX
memiliki pH optimum 7, adalah sesuai dengan pH saliva secara
umum. Pada pH 4.5-5.0 aktivitas enzim B7DEX masih
dipertahankan > 75%, pada pH 4 aktivitas yang dipertahankan
60% (Gambar 1). Dengan demikian enzim B7DEX senantiasa
aktif bekerja pada kondisi fluktuasi pH sebagai akibat
fermentasi oleh mikrob yang ada di rongga mulut. Hasil
penentuan stabilitas pH menunjukkan bahwa enzim B7DEX
pada pH 2 suhu 37 oC selama 1 jam aktivitas yang tersisa
sekitar 50%. Pada pH lebih tinggi aktivitas yang dipertahankan
semakin tinggi sampai pada pH optimumnya (pH 7) aktivitas
masih dipertahankan 100%. Dengan demikian enzim B7DEX
memiliki stabilitas tinggi pada kondisi pH dan suhu yang ada
di rongga mulut pada umumnya, dan diharapkan dapat
berfungsi dengan optimal dalam saliva maupun dalam plak
gigi.
Tabel 5. Pengaruh deterjen terhadap aktivitas enzim B7DEX
                                      Aktivitas relatif (%)
                                      1               2             3
Jenis dan kadar
deterjen (%)
Rata-rata + SD
(n = 3)
S D S 0.01
         0.03
         0.05
Triton X-100 0.01
                      0.03
                      0.05
Tanpa deterjen
247.00
197.22
143.30
227.62
232.45
237.50
100.00
246.05
196.80
142.71
225.96
230.55
235.66
100.00
248.20
197.50
143.01
226.80
230.90
237.00
100.00
247.08 + 1.08
197.17 + 0.35
143.01 + 0.30
226.79 + 0.83
231.30 + 1.01
236.72 + 0.95
100.00 + 0.00
Tabel 3. Pengaruh saliva terhadap aktivitas enzim B7DEX
                        Aktivitas relatif (%)
                       1               2               3
Saliva Rata-rata + SD (n = 3)
-
+
100.00
103.96
100.00
106.35
100.00
106.92
100.00 + 0.00
105.74 + 1.57
Tabel 4. Pengaruh saliva terhadap aktivitas enzim B7DEX dengan dan tanpa adanya aktivator SDS, CaCl2, dan MgCl2
                                                     Aktivator                                                      Aktivitas relatif (%)
                         SDS 0.01%          CaCl2 5 mM           MgCl2 5 mM                  1                     2                      3
Saliva Rata-rata + SD (n = 3)
+
+
-
+
-
+
-
+
100.00
137.50
100.00
135.20
100.00
132.61
100.00 + 0.00
135.10 + 2.45
Kekuatan kerja enzim juga ditentukan oleh suhu, yaitu
enzim B7DEX merupakan dekstranase termolabil dengan suhu
optimum 50 oC. Pada suhu tubuh (37 oC) masih menunjukkan
aktivitas yang cukup tinggi, yaitu 83%  dari aktivitas
optimumnya. Pada pH rongga mulut, yaitu pH 7, enzim B7DEX
dapat mempertahankan seluruh aktivitasnya selama 1 jam pada
kenaikan suhu sampai 40 oC (Gambar 4). Enzim dekstranase
termolabil yang lain, misalnya yang dihasilkan oleh Aspergillus
corneus (Gambar 5), pada kenaikan suhu hingga 50 oC selama
15 menit aktivitasnya  masih dipertahankan 100% (Hiraoka et
al. 1972). Dekstranase dari Streptococcus sobinus
menunjukkan suhu optimum 39 oC dan pada suhu rongga mulut
aktivitas yang dipertahankan hanya 60% (Wanda & Curtiss
1994). Dekstranase termolabil dari Penicillium funiculosum
menunjukkan suhu optimum 55 oC, dan pada suhu 37 oC
aktivitasnya tinggal 45% (Kosaric et al. 1973).
Larutan enzim yang sangat encer dapat mengalami
penurunan aktivitas yang sangat cepat, terutama bila berada
dalam kondisi suhu atau pH yang tidak sesuai (Scopes 1987).
Penambahan BSA 0.05% ke dalam larutan enzim  B7DEX dapat
meningkatkan stabilitas enzim terhadap peningkatan suhu
maupun pH yang tinggi. Sedang pada kondisi suhu atau pH
yang sedang, pengaruh penambahan BSA terhadap
peningkatan aktivitas cukup kecil (sebesar 2%). Berdasarkan
data pada Gambar 2 dan 4, peningkatan stabilitas maksimum
yang dapat dicapai dengan penambahan BSA adalah 15%
untuk suhu 60 oC, dan 13% untuk pH 8.
Tabel 2. Kespesifikan enzim B7DEX terhadap substrat
                                         Aktivitas (U/ml)*
                                       1              2             3
Substrat Rata-rata + SD(n = 3)
Dekstran
Sukrosa
Pati
Nigeran
Selulosa
β-soluble glucan
32.10
97.50
0
0
0
0
33.00
95.66
0
0
0
0
30.55
97.00
0
0
0
0
31.88 + 1.24
96.72 + 0.95
0
0
0
0
*1 U = jumlah enzim B7DEX per ml yang membebaskan 1 µmol
glukosa per menit dalam kondisi percobaan
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Gambar 5. Stabilitas suhu dan pH enzim dekstranase dari Aspergillus
corneus (Hiraoka et al. 1972).
Suhu (oC) pH
Berdasarkan data aktivitas enzim B7DEX terhadap glukan
plak gigi dan pengamatan hilangnya kekeruhan setelah reaksi
hidrolisis berlangsung, dapat disimpulkan bahwa enzim
B7DEX mampu menghidrolisis plak gigi. Selain menghidrolisis
ikatan glikosida α-1,6 pada dekstran, enzim B7DEX juga dapat
menghidrolisis ikatan glikosida α-1,4 pada sukrosa, tetapi tidak
dapat menghidrolisis ikatan glikosida α-1,6 maupun α-1,4 pada
pati. Enzim B7DEX juga tidak dapat menghidrolisis ikatan
glikosida β-1,6 pada selulosa, nigeran dan soluble glucan.
Karakter ini berbeda dengan karakter enzim dekstranase yang
dihasilkan oleh Streptococcus mutans Ingbritt (Igarashi et al.
1992) dan bakteri termofilik Rt364 (Wynter et al. 1996) yang
tidak dapat menghidrolisis sukrosa walau keduanya dapat
menghidrolisis glukan WIG.
Aktivitas enzim B7DEX terhadap sukrosa cukup tinggi,
yaitu 96.72 + 0.95 U/ml (Tabel 2). Kemampuan enzim B7DEX
menghidrolisis sukrosa merupakan potensi unggulan enzim
B7DEX sebagai bahan anti plak gigi, karena sukrosa adalah
senyawa utama dan pertama yang menjadi penyebab karies
gigi.
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